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路是 Smad4非依赖性主要通路之一。所以，Smad4 和 EPHA2调节肠癌细胞转移过
程中可能存在一定的联系。到目前为止，尚未有文献报道，所以本实验研究结直
肠癌 SW620和 SW480细胞中 Smad4与 EPHA2的关系及对迁移及侵袭能力的影响和
作用机制。 
利用 Western Blot 从肠癌细胞系 SW620、SW480 、RKO 、HCT-116、LOVO、
HCT-8中筛选出 Smad4 低表达和 EPHA2高表达的细胞株；慢病毒载体构建稳定表
达 Smad4 的细胞株及 siRNA 敲低 EPHA2 的表达，并通过 Western Blot 及
Immunouorescence 检测构建效果；利用 Western Blot 检测 EMT 相关蛋白
E-cadheren、Vimentin、MMP-9表达及加入 LY294002 后 P-AKT和 p-EPHA2 及 EMT
相关蛋白表达；Transwell检测迁移和侵袭能力的变化。 结果示：SW620和 SW480
低表达 Smad4 和高表达 TGF-βR׀/׀׀、EPHA2，SW480 和 SW620 细胞高表达 Smad4
后表现出明显的上皮细胞的特性，E-cadheren 表达明显升高，Vimentin 表达降低，
但 MMP-9 在 sw620 无明显的改变，迁移和侵袭实验具有统计学意义(p<0.05)；在
TGF-β1 下，E-cadheren、Vimentin 、MMP-9 表达没有明显的改变，而且迁移和
侵袭能力无统计学意义（P>0.05)。加入 LY294002，p-AKT 及 p-EPHA2 表达同向性
降低,同时 E-cadheren 表达升高，Vimentin 表达降低，当 TGF-β1 和 LY294002 同
时存在时，p-EPHA2 表达并不降低；Smad4 高表达后，p-Smad3、p-Smad2 表达
降低，结果证实：在 6 种肠癌细胞系中，SW480 和 SW620 细胞低表达 Smad4 和
















细胞的迁移及侵袭力；Smad4 高表达后负反馈调节 Smad2、Smad3 的活化。 













































The mortality and incidence of colorectal cancer (CRC) is in the third, which is 
gradually rising. Distant metastases is the most important cause of death. Study 
confirmed that  transforming growth factor (TGF-β1) is important inducing 
cytokines of  epithelial-mesenchymal technology (EMT) in different colorectal 
cancer and  EMT is an inevitable phenomenon of tumor metastasis; Smad4 is a key 
point in the TGF-β1 pathway: When Smad4 is expressing, TGF-β1 /Smad4 pathway 
restrain metastasis, when the expression of Smad4 is missing , Activation smad4 
non-dependent pathway and promote metastasis. According to the literature, EPHA2 
highly expressing in a variety of tumors, which promote cancer metastasis and 
resistance to chemotherapy , is a cancer-promoting protein. In recent years , EPHA2 
become one of the hot spots, The mechanism of EPHA2 is regulated by PI3K / AKT 
pathway and PI3K/AKT pathway is one of Smad4-independent pathway. Therefore, 
there may be some link between Smad4 and EPHA2 in promoting colorectal cancer 
cell metastasis. But so far, It has not been reported in the literature, Therefore we 
study the contact of Smad4 and EPHA2 in SW620 and SW480 colonrectal cancer 
cells and mechanism.  
 Cells with low Smad4 were selected by Western Blot. Structuring cells that 
steadily express smad4 with lentivirus,Then, We detect the construction effect by 
Western Blot and immunouorescence. Observing the expression of EMT related 
protein with or without exogenous TGF-β1 and p-AKT/AKT、p-EPHA2/EPHA2 with 
or without LY294002 through Western Blot. Validating the changes of metastasis and 
invasion by Transwell. Positive-Smad4 Cells show obvious features of epithelial cells 
and Smad4 can promote expression of E-cad and prevent expression of vimentin. 
Expression of MMP-9 reduce in Positive-Smad4 SW480, But there is no change in 
the Positive-smad4 SW620, Certainly, Transwell-experiment have statistical 
significance(P<0.05), There is no obvious expressing changes of E-cad、Vimentin、
















Transwell-experiment have no statistical significance(P>0.05). When PI3K/AKT are 
prevented by LY294002, The p-AKT and p-EPHA2 are low-expression and E-cad is 
high-expression, Expression of Vinmentin is decreased; Low expression of EPHA2 
can prevent migration and invasion；In the end, High expression of Smad4 can prevent 
the phosphorylation of Smad2 and Smad3. The conclusion that: SW620 and SW480 
cells lowly express smad4 and highly express EPHA2 during six kinds of colon 
cancer cell lines；Smad4 could weaken Phosphorylation of EPHA2 through PI3K 
/AKT pathway to prevent migration and invasion in the Smad4-null colon cancer 
SW480 and SW620 cells ,Which don’t be dependent on the TGF-β1；Meanwhile, 
High expression of Smad4 could negatively regulative the activation of Smad2 and 
Smad3. 



























    Smad4是由Hahn等在1996年首次在人类胰腺癌中发现的一种肿瘤抑制基因，
在 Science上首次报道，约 90%的胰腺癌标本在第 18号染色体长臂(18q)表现等
位基因杂合性缺失。是人类仅有的共同介导型 Smads（common-partner smads), 
Smad4蛋白与果蝇的 mad 蛋白和线虫的 sma2、sma3 以及 sma4蛋白属于同源类蛋
白，所以，统称为 Smad4 蛋白[1]。据证实，Smad4 位于 18q21.1 染色体上，包含
11个外显子，10个内含子，1556个碱基，转录子长 2680bp，编码的蛋白质分子
量大小为 60KD, 有 552 个氨基酸组成。Smad4蛋白是一种信号转导蛋白，是转化
生长因子β1（TGF-β1）作用的主要调节枢纽，也是 Smads家族功能活动的纽带
［2］。Smad蛋白根据结构和功能可以分 3个类型：受体活化型 smad、共享型 Smad、
抑制性，共享性是 Sma4。Smad4蛋白包含有 2个高度保真功能区域：分别是 MH1
区和羧基端的 MH2区，两者之间是一种非保守区域。Smad4主要参入转化生长因
子β1（TGF-β1）的细胞内信号转导，与磷酸化的 Smad2和磷酸化的 Smad3 在细
胞质内形成复合体，共同转移至细胞核内调节靶基因的转录、翻译过程[3],随着
研究的深入，Smad4 不仅可以通过 TGF-β1/Smad4 信号通路,也可以通过与其他
通路交集对肿瘤发生发展产生影响,因此，Smad4 在肿瘤研究有着重要的意义[1-4]。 
2. EPHA2基因 
    EPH(erythropoietin - producing hepatocellular)蛋白激酶家族是至今为
止已知最大的酪氨酸蛋白激酶受体家族成员, EphA2 是 EPH家族成员之一, 作用
形式，通常与它的配体 EPHRIN识别结合，从而与其它受体酪氨酸激酶（receptor 
tyrosine kinases ）家族中的成员进行鉴别。目前，EPH受体酪氨酸激酶,已经
发现了 14个 EPH受体和 8个 Ephrin 配体,在生命体的正常生长发育和疾病中具
有重要的作用。主要根据与配体的结合进行区分，EPH 受体可以被区分为 EphA
和 EphB 两种亚型。EphA 亚家族受体包 8 种，EphA2 是该亚型成员中首次被发
现的存在酪氨酸激酶活性的第一个基因，来源于人角化细胞 cDNA 文库，它广泛

























达 ,特别是在侵袭能力强的肿瘤细胞中 ,包括乳腺癌[8]、 结肠癌[9-10]、食管癌，
胰腺癌，卵巢癌[11-12]和恶性黑色素瘤[13]等。 
3. 转化生长因子β1（TGF-β1） 




TGF-β1 最为重要, 常与临床疾病的发生及发展存在一定联系。TGF-β1 在肿瘤
中的作用通路主要有两种：一是 Smad4 依赖性通路，TGF-β1 与其膜受体(TGF-
βRI/TGF-βRII) 结合后形成两种异二聚体复合物后，促进 Smad2、Smad3 的磷
酸化，在细胞质内与 Smad4结合形成复合体，当集聚到一定量后，共同转移至细
胞核内，调节靶基因，对生命活动进行调节；二是：Smad4非依赖性通路，当 Smad4
























4. 结直肠癌（colonrectal cancer，CRC) 














错配修复基因突变（HLH1 、PMS1、 PMS2、 GTBP)及基因过度表达（COX-2 、CD44u）。 






时肝转移率达 15%-25%, 仅有在肝脏率达 20%-35%, 50%-70%的晚期结直肠癌患者
出现肝转移[21-22]。虽然新的医疗技术及药物充分的被用于临床,结直肠癌的疗效有
































受体磷酸化，在大部分细胞类型中导致 Smad2/Smad3 磷酸化，激活的 p-smad2/3
与 smad4形成复合物，转位到细胞核，在这里招募更多的转录调控因子，形成新
的复合物，调控靶基因的表达。Smad4 (deleted in pancreatic carcinoma locus 
4,Smad4)是一种肿瘤抑制基因,在 1996 年在 Science 上被首次报道[1]。Smad4 基
因的失活突变在胰腺癌中大约 50%和在结直肠癌中大约 17%，而在其它种类的癌




























Miyaki 等研究者对 176 例病变不同程度的结直肠肿瘤组织中 Smads 的表达
情况进行了分析统计。结果发现 21例组织中 Smad4 存在突变,并且肿瘤恶程度越
高突变率越高：腺瘤未见突变, 黏膜内癌突变率为 10%,早期浸润癌不伴转移者
为 7%,早期浸润癌伴有远处转移为 35%,而远处转移癌为 31%,证明在结直肠癌的
发生发展过程中伴随着 Smad4 基因的改变,且随着肿瘤恶性程度增高,突变的比
例增高[29]。Wehkamp J等检测了 73例临床 II期或 III期的结直肠肿瘤患者 18q21
的 LOH和 Smad4基因编码区的微小突变, 78%的肿瘤多态性标记出现了 LOH,这些
结果说明 Smad4基因的 2个等位基因的失活在晚期的结直肠癌中占有相当的比例































Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and 
Dissertations Database”.  
Fulltexts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on 
http://etd.calis.edu.cn/ and submit requests online, or consult the interlibrary 
loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn 
for delivery details. 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
